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HYDROLYSATS ENZYMATIQUES D'HUITRES ET LEURS 
APPLICATIONS 

La presente Invention se rapporte a des hydrolysats enzymatiques 
dliuitres ainsi qu'a leurs applications en therapeutique, en dietetique et en 
5 cosmetologie. 

Les radicaux libres oxygenes sont des atomes ou des molecules qui 
possedent un electron non apparie au niveau de leur orbitale externe (OH • , 0 2 • , 
ROO • , RO •,...)• De ce fait, ils sont extremement instables et peuvent reagir avec 
des molecules stables telles que des lipides, des glucides, des proteines ou des acides 
10 nucleiques, elements fondamentaux des cellules, pour apparier leur electron, reaction 
qui conduit a la formation en chaine de nouveaux radicaux libres. De ce fait, les 
radicaux libres oxygenes sont susceptibles de provoquer de graves alterations 
cellulaires, telles qu'une mutation ou un vieillissement cellulaire, voire la mort des 
cellules. 

15 Au niveau cellulaire, des radicaux libres oxygenes se forment en 

permanence. Ils peuvent egalement se former au cours des mecanismes de 
detoxication apres exposition a certaines substances ou sous l'effet de radiations. 
Normalement, la production endogene de radicaux libres oxygenes est contrebalancee 
par la presence de systemes de defense representes, d'une part, par des enzymes 

20 (superoxyde dismutases, catalases, glutathion peroxydases), qui interceptent les 
formes actives de Toxygene, et, d' autre part, par des "piegeurs de radicaux libres" 
(glutathion, acide urique, vitamine C, vitamine A, vitamine E, taurine, ...), qui 
bloquent les peroxydations en chaine des lipides membranaires, en sorte que les 
organismes n'ont pas a en souf&ir. 

25 Cependant, de nombreuses situations peuvent entrainer la formation 

excessive de radicaux libres oxygenes : Texposition intense au soleil, Tintoxication par 
certains produits chimiques et certains medicaments, lliyperoxygenation ou la 
reoxygenation brutale de tissus prealablement prives d'oxygene, la survenue d*une 
reaction inflammatoire intense (brulures, infections, ...) ou chronique. Un exces de 

30 radicaux libres oxygenes peut egalement etre lie a une maladie genetique ou a une 
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diminution des defenses : immaturite des systemes enzymatiques chez les 
nouveau-nes, vieillissement, deficits alimentaires en vitamines et oligo-elements 
(selenium, zinc, ...). 

Quoi qu'il en soit, on impute a un desequilibre entre la production et 
5 la destruction des radicaux libres oxygenes une responsabilite dans la genese et 
Tentretien d'un certain nombre de pathologies chroniques telles : Tatherosclerose, les 
affections malignes, les pathologies inflammatoires, par exemple la maladie de Crohn, 
et neurodegeneratives, par exemple la maladie d'Alzheimer et la maladie de 
Parkinson, ou encore le vieillissement, ainsi que de pathologies aigues comme les 

10 lesions de reperfusion post-ischemique, les brulures, les chocs septiques, les infections 
virales, les etats infectieux graves et les allergies, sans qu'il soit toujours possible de 
preciser si ces radicaux libres sont la cause ou la consequence, ou les deux 
simultanement, de la maladie. On comprend, de ce fait, que de tres nombreux travaux 
visent actuellement a mieux apprehender l'implication des radicaux libres oxygenes en 

15 physio-pathologie et a developper des composes ou compositions propres a s'opposer 
aux effets deleteres de ces radicaux libres. 

Des Auteurs (LIVINGSTONE et al., 1990, Fund. EcoL, 4, 415- 
424 ; REGOLI et PRINCIPATO, 1995, Aquat. Tox. 9 31, 143-164) ont mis en evidence 
chez les mollusques marins, non seulement la presence de superoxydes dismutases, de 

20 catalases et de glutathion peroxydases, mais egalement celle d'enzymes anti-oxydantes 
specifiques comme la glyoxalase, qui catalyse la detoxification des cetoaldehydes 
formes au cours du stress oxydatif, et les glutathion transferases, qui catalysent une 
grande variete de reactions de conjugaison du glutathion avec des composes 
xenobiotiques, signant une aptitude de ces organismes a se proteger contre les 

25 radicaux libres oxygenes. Par ailleurs, des anti-oxydants comme le glutathion, la 
vitamine A, la vitamine E et la taurine, ont ete detectes chez les mollusques marins, et 
se sont montres dans certains cas etre quantitativement proportionnels au stress 
oxydatif subi par ces animaux. 
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Aussi, il est apparu que les mollusques marins etaient susceptibles 
de constituer une source de composes antiradicalaires utilisables dans la prevention et 
le traitement des effets nefastes des radicaux libres oxygenes. 

Un certain nombre d'Auteurs se sont plus specialement interesses 
5 aux potentiels antiradicalaires d'extraits d'huitres. Notamraent : 

- TAPffiRO et TEW {Biomed. & Pharmacother., 1996, 50, 149- 
153) ont etudie les effets d'un lyophilisat d'huitres denomme JCOE (JAPAN CLINIC 

.Oyster Extract) sur la teneur intracellulaire en hormone stimulant le glutathion (GSH), 
ainsi que sur l'activite de la glutathion-S -transferase (GST), d'une culture de cellules 

10 HL60. Ce lyophilisat est obtenu en chaufFant a 80°C pendant 1 heure de la chair 
d'huitres, puis en soumettant le produit resultant a une centrifugation (2 heures a 
17 000 tr/minute) et en lyophilisant le surnageant ainsi recueilli. TAPIERO et TEW 
ont ainsi mis en evidence une augmentation significative de la synthese de la GSH 
chez les cellules HL60 cultivees en presence du lyophilisat, sans toutefois noter de 

15 modification significative de l'activite de la GST. 

- YOSHKAWA et al. {Biomed. & Pharmacother., 1997, 51, 328- 
332) ont montre qu'un lyophilisat d'huitres JCOE est capable in vitro de pieger les 
radicaux superoxydes et hydroxyles, et de proteger des cellules de la muqueuse 
gastrique de rats contre les effets deleteres du peroxyde d'hydrogene, lorsque ces 

20 cellules sont pretraitees pendant 24 heures par ce lyophilisat. 

- KIMURA et al {Journal of Ethnopharmacology, 1998, 59, 117- 
123) ont montre que des rats nourris avec de lTiuile de mals peroxydee et recevant, 
deux fois par jour et par voie orale, un extrait aqueux d'huitres, presentent des taux 
seriques en acides gras libres, triglycerides et peroxydes lipidiques, et un taux 

25 hepatique en cholesterol total moins eleves que ceux observes chez des rats nourris de 
la meme fa9on mais ne recevant pas d'extrait aqueux d'huitres. Par ailleurs, ces 
Auteurs ont mis en evidence la presence, dans cet extrait aqueux, d'une substance 
capable a la fois d'inhiber la lipolyse induite par l'adrenaline et de stimuler la 
lipogenese a partir du .glucose dans des cellules adipeuses de rats, et qu'ils ont 

30 identifiee comme etant de l'adenosine. 
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- NOMURA et ah ont propose, dans la Demande de Brevet 
Europeen n° 0 806 465 au nom de JAPAN CLINIC Co. Ltd, de preparer une 
composition anti-oxydante par un procede consistant a fractionner par de 1'ethanol un 
extrait aqueux d'huitres prealablement obtenu en chauffant un melange de chair 

5 d'huitres et d'eau a une temperature comprise entre 50 et 90°C et, de preference, entre 
80 et 90°C, pendant 2 a 3 heures. Les proprietes anti-oxydantes de la composition 
ainsi preparee sont mises en evidence, dans cette Demande de Brevet, par le biais de 
tests visant a apprecier son aptitude a inhiber in vitro la reaction entre des anions 
superoxydes produits par un systeme enzymatique xanthine-xanthine oxydase et le 
1 0 5 ,5-dimethyl- 1 -pyrrolen- 1 -oxyde. 

- DUSSART (Rapport IFREMER : Stage de VIeme Annee, 1997, 
Faculte de Pharmacie, UNT/ERSITE DE LILLE II) a realise une etude visant a 
comparer les proprietes antiradicalaires d'extraits aqueux d'huitres prepares en 
melangeant un broyat de chair dTiuitres avec de l'eau desionisee (1/3, v/v), puis en 

15 soumettant le melange resultant a une centrifugation (20 minutes a 3 000 g) suivie 
d'une lyophilisation du surnageant, avec celles presentees par des extraits d'huitres 
prepares en soumettant un broyat d'huitres uniquement a une lyophilisation. Les 
resultats de cette etude montrent que, si les deux types d'extraits d'huitres ont in vitro 
un effet protecteur contre les oxydations induites d'une part, par un generateur de 

20 radicaux peroxydes sur des hematies, et, d'autre part, par le cuivre sur les 
lipoproteins de basse densite (LDL), les extraits aqueux d'huitres apparaissent 
presenter le potentiel anti-oxydant le plus interessant. 

Or, dans le cadre de leurs travaux, les Inventeurs ont constate que 
des hydrolysats d'huitres, obtenus en soumettant des broyats de chair d'huitres a une 

25 hydrolyse enzymatique dans des conditions appropriees, presentent de maniere 
surprenante une activite antiradicalaire encore plus elevee que celle observee pour les 
extraits aqueux d'huitres testes par DUSSART dans Tetude precitee, et sont, done, 
susceptibles d'etre avantageusement utilises poxu: prevenir ou traiter les effets 
deleteres des radicaux libres oxygenes. 
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La presente Invention a done pour objet un hydrolysat enzymatique 
d'huitres, lequel est caracterise en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par un precede 
comprenant les etapes suivantes : 

- le broyage de chair d'huitres suivi, eventuellement, d'une dilution 
5 du broyat obtenu dans de l'eau, et 

- l'hydrolyse, par une protease, du broyat eventuellement dilue, 
cette hydrolyse etant conduite dans des conditions de pH et de temperature 
convenablement choisies en fonction de ladite protease. 

Selon une premiere disposition avantageuse de i'lnvention, 

10 1 'hydrolysat enzymatique d'huitres est susceptible d'etre obtenu par un precede dans 
lequel l'hydrolyse du broyat est realisee par une protease choisie parmi la subtilisine, 
la pepsine et la trypsine. En effet, outre que ces proteases ont un cout compatible avec 
une exploitation industrielle de I'lnvention, elles presentent Tavantage de faire partie 
des enzymes dont 1'utilisation est autorisee par voie reglementaire pour la preparation 

15 d'hydrolysats proteiques entrant dans la fabrication de complements alimentaires 
(Arrete du 21 Decembre 1988). 

Dans la mesure ou les proteases susceptibles d'etre utilisees pour la 
preparation d'un hydrolysat enzymatique conforme a I'lnvention, ne sont pas actives 
dans les memes gammes de pH et de temperature, les conditions de pH et de 

20 temperature dans lesquelles l'hydrolyse du broyat est conduite dependent de la 
protease choisie pour realiser cette hydrolyse. 

De preference, ces conditions de pH et de temperature sont telles 
qu'elles permettent d'obtenir une activite optimale de la protease. Ainsi, par exemple, 
l'hydrolyse est conduite, preferentiellement, a un pH d'environ 8 et une temperature 

25 d'environ 60°C dans le cas de la subtilisine, a un pH d'environ 2 et une temperature 
d'environ 40°C dans le cas de la pepsine, et a un pH d'environ 8 et une temperature 
d'environ 37°C dans le cas de la trypsine. 

Selon une autre disposition avantageuse de I'lnvention, l'hydrolysat 
enzymatique d'huitres .est susceptible d'etre obtenu par un precede dans lequel 

30 l'hydrolyse du broyat est conduite pendant un temps suffisant pour que cet hydrolysat 



6 



presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 30%, ce degre d'hydrolyse 
proteique etant determine par la formule ci-apres (ADLER-NISSEN, 1977, Proc. 
Biochem., 12, 18-23) : 

DH = (h/h total) x 100 

5 

dans laquelle : 

- h total represente le nombre total de liaisons peptidiques presentes dans le broyat 
au debut de la reaction d'hydrolyse, tandis que 

- h represente le nombre de liaisons peptidiques hydrolysees au cours de 
10 l'hydrolyse, et est determine par la difference entre le nombre d'extremites 

aminees (ou carboxyliques) libres presentes dans l'hydrolysat au tenne de la 
reaction d'hydrolyse (h,) et le nombre d'extremites aminees (ou carboxyliques) 
libres presentes dans le broyat au debut de la reaction d'hydrolyse (ho). 

Au sens de la presente Invention, le debut de la reaction d'hydrolyse 
15 correspond au moment ou la protease est mise en contact avec le broyat de chair 
d'huitres, tandis que le terme de cette reaction correspond au moment ou la reaction 
d'hydrolyse est arretee par inactivation de ladite protease, par exemple par 
denaturation thermique ou par modification du pH. 

Le nombre total de liaisons peptidiques (h total) presentes dans le 
20 broyat peut etre obtenu par la difference entre la quantite d'acides amines totaux 
(libres + lies) et la quantite d'acides amines libres que renferme ce broyat. Ces 
quantites d'acides amines totaux et libres peuvent etre determinees, par exemple au 
moyen d'une trousse telle que celle commercialisee sous la marque WATERS AccQ- 
Tag Chemistry Package® par la Societe WATERS. Le nombre de liaisons peptidiques 
25 hydrolysees (h) au cours de l'hydrolyse est, lui, obtenu par la difference entre la 
quantite d'extremites aminees libres (hj presentes dans l'hydrolysat au terme de la 
reaction d'hydrolyse et la quantite d'extremites aminees libres (ho) presentes dans le 
broyat au debut de la reaction d'hydrolyse, lesquelles peuvent etre determinees, par 
exemple, par reaction avec du fluorodinitrobenzene selon le protocole decrit dans 
30 Biochem. J. y 45, 563/1949. 
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La egalement, le temps qu f il convient de laisser la reaction 
d'hydrolyse se faire, afin d'obtenir un hydrolysat enzymatique presentant un degre 
d'hydrolyse proteique au moins egal a 30%, depend de la protease choisie pour realiser 
cette hydrolyse, et, pour une meme protease, des conditions de pH, de temperature 
5 dans lesquelles l'hydrolyse est conduite, ainsi que de la dose a laquelle cette protease 
est utilisee, la reaction d'hydrolyse s'effectuant, en effet, d'autant plus rapidement que 
la dose de protease est plus elevee. 

Selon encore une autre disposition avantageuse de l'lnvention, 
Thydrolysat enzymatique d'huitres est susceptible d'etre obtenu par un procede qui 

10 comprend, de plus, une etape de recueil de la phase liquide du broyat ou du melange 
broyat/eau - dans le cas oil le broyat a ete prealablement dilue - au terme de la reaction 
d'hydrolyse. Ce recueil, qui est destine a eliminer les differents debris (debris de 
coquilles, debris membranaires, ...) susceptibles d'etre presents dans le broyat 
hydrolyse, peut etre realise par toutes les techniques classiquement utilisees pour 

15 separer une phase liquide d'une phase solide telle que la centrifiigation, 
l'ultracentrifugation, la filtration, la microfiltration, ces techniques pouvant etre 
avantageusement combinees entre elles. 

Selon une disposition preferee de l'lnvention, Thydrolysat 
enzymatique est susceptible d'etre obtenu par un procede qui comprend les etapes 

20 suivantes : 

a) le broyage de chair d'huitres, 

b) la dilution du broyat dans de l'eau, dans un rapport broyat/eau 
compris entre 30/70 et 70/30 (m/v), et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) l'hydrolyse, par de la subtilisine, du broyat ainsi dilue a un pH 
25 d'environ 8 et a une temperature d'environ 60°C, et 

d) le recueil de la phase liquide du melange broyat/eau au terme de 
la reaction d'hydrolyse. 

Selon une autre disposition preferee de l'lnvention, Thydrolysat 
enzymatique d f huitres e$t susceptible d'etre obtenu par un procede qui comprend les 
30 etapes suivantes : 
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a) le broyage de chair d'huitres, 

b) la dilution du broyat dans de l'eau, dans un rapport broyat/eau 
compris entre 30/70 et 70/30 (m/v), et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) Thydrolyse, par de la pepsine, du broyat ainsi dilue a un pH 
d'environ 2 et a une temperature d'environ 40°C, et 

d) le recueil de la phase liquide du melange broyat/eau au terme de 
la reaction d'hydrolyse. 

Selon encore une autre disposition preferee de 1'Invention, 
Thydrolysat enzyniatique d'huitres est susceptible d'etre obtenu par un procede qui 
comprend : 

a) le broyage de chair d'huitres, 

b) la dilution du broyat dans de l'eau, dans un rapport broyat/eau 
compris entre 30/70 et 70/30 (m/v), et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) Thydrolyse, par de la trypsine, du broyat ainsi dilue a un pH 
d'environ 8 et a une temperature d'environ 37°C, et 

d) le recueil de la phase liquide du melange broyat/eau au terme de 
la reaction d'hydrolyse. 

De tels hydrolysats enzymatiques d'huitres presentent des proprietes 
antiradicalaires qui, outre d'etre prononcees, sont extremement interessantes puisqu'ils 
s'averent etre capables, non seulement de neutraliser les effets des radicaux libres 
oxygenes produits au cours de reactions de peroxydation, mais egalement d'empecher 
la formation de ces radicaux libres par ce qui apparait etre un mecanisme de chelation 
des metaux comme par exemple le cuivre, qui sont impliques dans la genese desdits 
radicaux libres. 

lis sont done susceptibles d'etre avantageusement utilises pour la 
preparation de compositions destinees a combattre les effets nefastes des radicaux 
libres et, plus particulierement, de medicaments, de complements alimentaires et de 
produits cosmetiques. 

A cette fin, ils peuvent etre utilises soit tels quels, e'est-a-dire sous 
forme aqueuse ou eventuellement sous la forme de poudres seches obtenues par 
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exemple, par lyophilisation, soit en melange avec des excipients physiologiquement 
acceptables et/ou cTautres substances actives et, notamment, des susbtances ayant 
egalement des proprietes antiradicalaires intrinseques, et capables d'agir de maniere 
synergique (vitamines A, C ou E, par exemple), au sein de formulations plus 
5 complexes. 

La presente Invention a, done, egalement pour objet une 
composition pharmaceutique qui est caracterisee en ce qu'elle comprend un hydrolysat 
enzymatique d'huitres tel que precedemment defini. 

Une telle composition pharmaceutique est susceptible de presenter 
10 un interet pour les cliniciens specialises dans les pathologies concernees par les 
radicaux libres, telles que decrites precedemment. 

La presente Invention a aussi pour objet une composition dietetique 
propre a etre utilisee comrae complement alimentaire et qui est caracterisee en ce 
qu'elle comprend un hydrolysat enzymatique d'huitres tel que precedemment defini. 
15 Une telle composition dietetique est susceptible d'etre utilisee, soit 

en tant qu'adjuvant a un traitement medical, soit a titre preventif, notamment par des 
personnes chez lesquelles il est souhaitable de renforcer les mecanismes naturels de 
defense contre les radicaux libres oxygenes, parce que ces moyens de defense sont 
physiologiquement diminues (personnes agees, personnes souffrant de deficits 
20 alimentaires en vitamines et oligo-elements, ...) ou parce que ces personnes sont 
amenees a se trouver dans des situations Tavorisant la formation excessive de radicaux 
libres oxygenes (exposition intense au soleil, exposition aux produits chimiques, ...). 

La presente Invention a encore pour objet une composition 
cosmetique qui est caracterisee en ce qu'elle comprend un hydrolysat enzymatique 
25 d'huitres tel que precedemment defini. 

Une telle composition cosmetique est susceptible, elle, de trouver 
des applications dans la prevention et le traitement du vieillissement cutane, dont 
l'origine est en grande partie liee aux radicaux libres generes au niveau cutane par le 
rayonnement ultraviolet.. 
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La presente Invention a, en outre, pour objet Tutilisation d'un 
hydrolysat enzymatique d'huitres tel que precedemment defini pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique, dietetique ou cosmetique antiradicalaire. 

Outre les dispositions qui precedent, l'lnvention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront du complement de description qui suit, qui se 
rapporte a des exemples illustrant l'activite hydrolytique d'enzymes sur des broyats 
d'huitres, la preparation d ! hydrolysats enzymatiques conformes a l'lnvention ainsi que 
les proprietes biologiques de ces hydrolysats, et qui se refere aux dessins annexes dans 
lesquels : 

- la Figure 1 represente la cinetique de deux hydrolyses conduites 
sur des broyats de chair d'huitres avec deux doses differentes de subtilisine ; tandis 
que 

- la Figure 2 represente la cinetique d'une hydrolyse conduite sur 
un broyat de chair d'huitres avec de la pepsine. 

II va de soi, toutefois, que ces exemples sont donnes uniquement a 
titre d'illustrations de l'objet de l'lnvention et n'en constituent en aucune maniere une 
limitation 

EXEMPLE 1 : Etude de l'activite hvdrolvtique de la subtilisine sur des broyats 
de chair d'huitres 

Des huitres creuses Crassostrea gigas vivantes, provenant de la 
station conchylicole experimental EFREMER de Bouin (VENDEE - FRANCE), apres 
extraction de leurs coquilles, sont egouttees, puis broyees pendant 2 minutes a 

1 000 tr/minute a l'aide d'un Ultra-Turrax® (de puissance maximale egale a 170 W a 

2 000 tr/minute). 

Le broyat obtenu, apres une eventuelle conservation a une 
temperature de -20°C et, dans ce cas, une decongelation, est introduit dans un reacteiu:. 
II est additionne, sous agitation, de 60% (v/m) d'eau desionisee. Puis, on introduit dans 
le reacteur, toujours sous agitation, une dose de 14 UA (unites actives) ou de 38 UA 
de subtilisine (commercialisee sous la marque alcalase® 2.4L par la Societe NOVO 
NORDISK) par kg du melange qu'il contient. La temperature du reacteur est 




maintenue a 60°C pendant toute la duree de lTiydrolyse, soit pendant 4 heures. 
L'agitation est egalement maintenue et le pH est regule a l'aide d'un pH-stat de 
rnaniere a etre constamment a une valeur de 8. 

Au terme des 4 heures d'hydrolyse, Tactivite de la subtilisine est 
5 arretee par denaturation thermique de cette derniere, en plafant le melange reactionnel 
dans un bain-marie a 90°C pendant 25 minutes. 

Des echantillons sont preleves dans le reacteur, au moyen d'une 
pompe peristaltique, juste avant que n'y soit introduite la subtilisine (to), puis 15 et 30 
minutes apres l'introduction de cette enzyme dans le reacteur (soit a t I5 et t 30 ), puis 
10 toutes les 30 minutes et ce, jusqu'a l'arret de l'hydrolyse (soit a t^, t^, t 120 , t I50 , t I80 , t 210 
et t 240 ). Les echantillons qui renferment de la subtilisine sont places dans un bain-marie 
a 90°C pendant 25 minutes de rnaniere a stopper l'activite de cette derniere. Puis, tous 
les echantillons sont soumis a une centrifugatioii a 13 000 tr/minute. Les sumageants 
sont filtres sur une membrane de 0,7 |im, puis sur une membrane de 0,16 jam. 
15 L'activite hydrolytique de la subtilisine est appreciee en suivant : 

- d'une part, revolution de la concentration des broyats en 
extremites aminees libres entre t l5 et t,^, en dosant ces extremites par reaction avec du 
fluorodinitrobenzene, ce suivi pennettant d'etablir la cinetique de Thydrolyse, et 

- d'autre part, revolution du degre d'hydrolyse proteique (DH) des 
20 broyats entre t l5 et t 240 , ce degre d'hydrolyse proteique etant calcule selon la formule 

DH = (h/h total) x 100, dans laquelle h total est obtenu par le dosage des acides 
amines totaux et libres presents dans les broyats a Taide d'une trousse WATERS 
AccQ-Tag Chemistry Package®, tandis que h est determine par le dosage des 
extremites aminees libres presentes dans les echantillons preleves a t l5 , t 30 , jusqu'a 
25 t 240 inclus, par reaction avec du fluorodinitrobenzene. 

La Figure 1 represente la cinetique de Fhydrolyse conduite avec la 
dose de subtilisine de 14UA/kg (■) et celle conduite avec la dose de subtilisine de 
38 UA/kg (♦), les valeurs des concentrations en extremites aminees libres etant 
exprimees en ordonnees.et en mM, le temps etant exprime en abscisses et en minutes. 
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Cette Figure montre que l'hydrolyse est plus rapide lorsque la dose 
de subtilisine est augmentee. Ainsi, le plateau est atteint au bout de 90 minutes 
d'hydrolyse pour la dose de 14 UA/kg, et ce delai est reduit a 60 minutes pour la dose 
de 38 UA/kg. Toutefois, la concentration en extremites aminees libres pour laquelle le 
plateau est atteint est similaire pour les deux doses d'enzyme. II en est de meme de la 
concentration finale en extremites aminees libres (environ 120 mM). 

Le Tableau I ci-apres presente les valeurs des degres d'hydrolyse 
proteique (DH), exprimees en pourcentages, obtenues pour chacune des doses de 
subtilisine. 

TABLEAU I 



Temps 


DH (%) 




(minutes) 


14 UA/kg 


38 UA/kg 


15 


14 


30 


23 


31 


60 


34 


46 


90 


45 


48 


120 


47 


51 


150 


50 


51 


180 


47 


56 


210 


54 


54 


240 


54 


58 



Ce Tableau montre que, quelle que soit la dose de subtilisine 
utilisee, la vitesse d'hydrolyse diminue lorsque 45% des liaisons peptidiques 
potentiellement hydrolysables ont ete rompues. L'hydrolyse se poursuit toutefois, 
mais de maniere discrete, puisque les valeurs finales du degre d'hydrolyse proteique 
depassent 50%, pour atteindre 54% dans un cas, et 58% dans Tautre cas. 
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EXEMPLE 2 : Etude de Pactivite hvdrolvtique de la pepsine stir des brovats de 
chair d'huitres 

L'activite hydrolytique de la pepsine sur des broyats de chair 
d'huitres est appreciee en utilisant un protocole operatoire identique a celui utilise dans 
5 l'exemple 1, a ceci pres que l'hydrolyse est conduite avec une dose de 1% en masse de 
pepsine rapportee a la masse totale du melange broyat/eau desionisee present dans le 
reacteur, a une temperature de 40°C et a un pH egal a 2. 

La Figure 2 represente la cinetique de l'hydrolyse ainsi obtenue, les 
valeurs des concentrations en fonctions amines libres etant exprimees en ordonnees et 
10 en mM, le temps etant exprime en abscisses et en minutes. 

Cette Figure montre que l'hydrolyse s'efFectue nettement plus 
rapidement que lorsqu'elle est conduite avec de la subtilisine, meme a la dose de 
38 UA/kg, puisque le plateau est atteint 30 minutes apres l'introduction de la pepsine 
dans le reacteur. Toutefois, la concentration finale en fonctions amines libres dans 
15 1 'hydrolysat, qui se situe aux environs de 120 mM, est tout a fait comparable a celle 
obtenue lorsque l'hydrolyse est conduite avec de la subtilisine. 

EXEMPLE 3 : Preparation d'hvdrolvsats enzvmatiques d'huitres conformes a 
Tlnvention par utilisation de la subtilisine 

Sur la base des resultats obtenus dans l'etude objet de 1'exemple 1, 
20 on prepare deux hydrolysats presentant des degres d'hydrolyse proteique differents - 
qui seront denommes ci-apres respectivement hydrolysat A et hydrolysat B - en 
soumettant deux broyats de chair d'huitres a une hydrolyse par de la subtilisine. 

Les broyats de chair d'huitres sont prepares et les hydrolyses sont 
conduites dans les memes conditions que celles decrites dans Texemple 1, en utilisant 
25 une dose de subtilisine de 38 UA par kg de melange broyat/eau desionisee. 

Pour Thydrolysat A, Thydrolyse est arretee 4 heures apres 
1' introduction de l'enzyme dans le reacteur, de maniere a ce qu'il presente un degre 
d'hydrolyse proteique maximal, soit proche de 60%. 

Pour Thydrolysat B, l'hydrolyse est arretee 30 minutes apres 
30 introduction de l'enzyme dans le reacteur, afin qu'il presente un degre d'hydrolyse 
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proteique sensiblement egal a la moitie du degre d'hydrolyse proteique maximal, soit 
d'environ 30%. 

Dans les deux cas, l'activite hydrolytique de la subtilisine est 
stoppee en pla?ant les melanges reactionnels dans un bain-marie a 90°C pendant 25 
5 minutes. Les melanges sont ensuite centrifuges a 4 000 tr/minute. Les surnageants 
sont filtres sur une membrane de 0,7 ^im, puis sur une membrane de 0,16 ^m. Les 
hydrolysats ainsi prepares presentent un aspect granuleux de couleur brun-vert. lis 
sont lyophilises et places dans des flacons a -20°C. 

EXEMPLE 4 : Caracterisation biocbimique d'un hvdrolvsat enzvmatique 
10 d'huitres conforme a PInvention 

On realise une etude visant a determiner pour l'hydrolysat A prepare 
selon I'exemple 3 : 

- sa teneur en matiere seche, 

- sa teneur en matiere minerale, 
15 - sa teneur en proteines solubles, 

- sa teneur en sucres totaux et en glycogene, ainsi que 

- sa teneur et sa composition en acides amines totaux et en acides 

amines libres, 

et a comparer les resultats avec ceux obtenus, dans les memes conditions, d'une part, 
20 pour un broyat de chair d'huitres prepare comme decrit dans Texemple 1 et d'autre 
part, pour un extrait aqueux d'huitres prepare : 

• en melangeant un broyat de chair d'huitres avec de Teau 
desionisee (1/3, v/v) jusqu'a obtenir un melange homogene, puis 

• en soumettant le melange resultant a une centrifiigation a 3000 g 
25 pendant 20 minutes, et 

• en lyophilisant le sumageant recueilli au terme de cette 

centrifiigation. 

La teneur en matiere seche est determinee en pla9ant des 
echantillons de Thydrolysat A a une temperature de 100°C jusqu'a l'obtention d'un 
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poids constant (6 heures minimum), et en calculant le pourcentage represents par ce 
poids par rapport au poids initial de ces echantillons. 

La teneur en matiere minerale est determinee en incinerant des 
echantillons de l'hydrolysat A a une temperature de 600°C pendant 12 heures, et en 
5 calculant le pourcentage represente par le poids du residu par rapport au poids de la 
matiere seche. 

Les proteines solubles sont dosees a 1'aide de la trousse 
commercialisee par la Societe PIERCE sous la denomination commerciale BCA® 
Protein Assay Reagent. L'albumine bovine est utilisee comme etalon. 

10 Les sucres totaux et le glycogene sont doses selon la methode decrite 

par M. DUBOIS et al. (Anal. Chem., 1956, 28, 350-356). Pour ces dosages, les 
echantillons sont prelablement delipides selon la methode de E. G. BLIGHT et W. J. 
DYER (Can. J. Biochem. Physiol, 1959, 37, 911-917). 

La teneur et la composition en acides amines totaux et en acides 

15 amines libres sont, quant a elles, determinees a l'aide d'une trousse WATERS AccQ- 
Tag Chemistry Package®. Pour le dosage des acides amines totaux, les echantillons de 
Thydrolysat A sont prealablement soumis a une hydrolyse acide, par action d'HCl 6N 
pendant 12 heures, a 110°C et sous vide, tandis que, pour le dosage des acides amines 
libres, les echantillons de Thydrolysat A sont prealablement additionnes d* acide 

20 sulfosalicilique et centrifuges de maniere a provoquer une precipitation des proteines 
presentes dans ces echantillons. 

Le Tableau II ci-apres presente les teneurs en matiere seche, en 
matiere minerale, en proteines solubles, en sucres totaux, en glycogene, en acides 
amines totaux et en acides amines libres presentees respectivement par l'hydrolysat A, 

25 le broyat d'huitres et l'extrait aqueux d'huitres. 

Les teneurs en matiere seche sont exprimees en pourcentages par 
rapport au poids lyophilise (% p/p) des echantillons, sauf dans le cas du broyat ou la 
matiere seche est exprimee en pourcentage par rapport au poids frais (% p/p* - ) des 
echantillons. Les teneurs en matiere minerale, en proteines solubles, en sucres totaux, 
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en glycogene, en acides amines totaux et en acides amines libres sont exprimees en 
pourcentages par rapport aux poids sec (% p/p) des echantillons. 

TABLEAU II 





Hydrolysat A 


Broyat 


Extrait aqueux 


Matiere seche 


96,23 
(%p/p) 


10,20 
(%p/p*) 


95 
(%p/p) 


Matiere minerale 
(% P/p) 


36,43 


37,33 


37 


Proteines solubles 
(% p/p) 


13,25 


30 


15 


Sucres totaux 
(% p/p) 


8,52 


6,63 


3,7 


Glycogene 
(% P/P) 


1,29 


1 


1,5 


Acides amines 
totaux 


35,1 


36,7 


20,15 


Acides amines libres 
(%p/p) 


17,8 


7 


8,10 



5 

Le Tableau in ci-apres presente, lui, les compositions en acides 
amines totaux et libres de Thydrolysat A, du broyat tfhuitres et de Textrait aqueux 
d'huitres. Les teneurs de chaque acide amine sont exprimees en pourcentages par 
rapport au poids total (% p/p) des acides amines presents dans les echantillons. 



EXTRAIT AQUEUX 
AA totaux AA libres 
(% p/p) (% p/p) 


30,47 60,66 

11,26 0,72 
4,16 

4,46 2,21 
11,91 11,46 

5,31 5,05 
5,80 8,01 

2 77 - 

1,53 

2,58 

4,66 

1,73 2,95 
2,72 

5,21 0,73 
1,24 

4,16 1,72 


BROYAT 
AA totaux AA libres 
(% p/p) (% p/p) 


11.48 55,98 

10,43 4,79 
4,79 

5,02 2,28 

13.49 8,60 
4,85 7,59 
6,49 6,81 
4,39 3,21 

A 1 a A A O 

4,16 0,42 

2,06 

3,36 

6,32 0,65 
3,27 

3,29 0,26 

7,04 3,59 
2,92 1,70 
6,65 4,11 


HYDROLYSAT A 
AA totaux AA libres 
(% p/p) (% p/p) 


10,67 19,25 

10,08 2,45 
5,02 4,07 
4,67 6,58 

13,26 8,08 

5.12 2,20 
6,31 3,61 
5,64 6,43 

4^1 A QA 

2.13 2,76 
4,02 4,38 
6,18 7,63 
3,39 5,04 
3,53 4,71 

6,28 k 7,00 
2,33 2,92 
6,86 7,94 


Acides amines 


Taurine 
Hydroxyproline 
Acide aspartique 
Threonine 
Serine 
Acide glutamique 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Cysteine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Hydroxylysine 
Lysine 
Histidine 
Arginine 
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Le Tableau II montre que l'hydrolysat A presente une teneur en 
sucres totaux superieure a celles retrouvees dans le broyat et dans l'extrait aqueux. Cet 
accroissement est du a la destructuration des tissus provoquee par 1'hydrolyse 
enzymatique, permettant ainsi une plus forte solubilisation des sucres. La diminution 
5 de la teneur en proteines solubles que Ton observe entre le broyat et l'hydrolysat est 
une consequence de 1'hydrolyse des proteines natives. Cette hydrolyse genere une 
quantite importante de peptides et d'acides amines libres qui reagissent peu avec le 
reactif utilise pour le dosage des proteines solubles (BCA®). Par contre, la teneur en 
matieres minerales ne varie pas entre les trois preparations. 

10 Par ailleurs, il resulte du Tableau II que la teneur en acides amines 

libres de l'hydrolysat A est notablement plus elevee que la teneur en acides amines 
libres de l'extrait aqueux d'huitres, cette derniere etant tres proche de celle retrouvee 
pour le broyat de chair d'huitres. L'augmentation de la quantite d'acides amines libres 
presents dans l'hydrolysat A est directement liee a la rupture des liaisons peptidiques 

15 provoquee par la reaction d'hydrolyse. 

Toutefois, au vu du Tableau III, il apparait que la proportion de 
taurine libre, qui est connue pour presenter une activite anti-oxydante, est plus faible 
dans l'hydrolysat A que dans l'extrait aqueux d'huitres. En effet, la taurine sous forme 
libre represente 60,66% des acides amines libres dans l'extrait aqueux d'huitres contre 

20 seulement 19,25% dans l'hydrolysat A. 

EXEMPLE 4 : Activity bjologiflue des hvdrolvsats enzvmatiques d^huitres 
conformes a rinvention 

L'activite biologique des hydrolysats A et B prepares selon 
l'exemple 3 est appreciee par une serie d' experimentations visant a tester : 

25 - d'une part, l'aptitude de ces hydrolysats a inhiber Themolyse 

induite par Tintroduction d'un generateur de radicaux peroxydes, a savoir le 2,2*-azo- 
bis-(2-amidinopropane) dichlorhydrique (AAPH), dans une suspension d'hematies, et 

- d'autre part, l'aptitude de ces hydrolysats a proteger les 
lipoproteines de basse densite, plus connues sous la terminologie anglaise « Low 

30 Density Lipoproteins » (LDL) contre une oxydation induite par le cuivre. 
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4.1 - Inhibition de Phemolvse induite par TAAPH : 
a) Protocole : 

5 ml de sang humain sont preleves sur tube EDTA (lequel est 
immediatement place dans de la glace pilee) et centrifuges pendant 10 minutes, a 
5 1 000 g et a 4°C. Le plasma est elimine et les hematies sont lavees 3 fois avec une 
solution de NaCl a 9 % ou avec du tampon PBS (pH 7,4). 200 jj.1 du culot cellulaire 
d'hematies sont ensuite dilues dans 9,8 fj.1 de solution de NaCl a 9%o ou de tampon 
PBS. 

Dans un premier temps, la suspension globulaire obtenue est mise en 
10 contact pendant 10 minutes avec les solutions (NaCl 9%o ou PBS) d'hydrolysats A ou 
B dont le volume est calcule de maniere a ce que la solution finale corresponde a 25, 
50 et 100 mg/1. Un echantillon sans hydro lysat constitue le ternoin. 

300 d'une solution d'AAPH ayant prealablement ete mise a 
incuber a 37°C sont alors introduits dans les suspensions d'hematies et l'ensemble est 
15 dispose sous agitation douce au bain-marie pendant 40 minutes. 

Un echantillon de la suspension d'hematies (sans AAPH ou produit) 
est parallelement dispose pendant 1 heure a -80°C. 

La lyse des hematies est appreciee en mesurant l'activite de la lactate 
dehydrogenase (LDH) a l'aide d'un automate HITACHI 911. Chaque mesure est 
20 realisee en double. 

L'activite LDH determinee sur les echantillons disposes a -80°C 
correspond a l'hemolyse totale des hematies. 

L'activite LDH determinee sur les echantillons ne contenant pas 
d'hydrolysat correspond a la sensibilite des hematies au « stress radicalaire » dans les 
25 conditions experimentales. Cette mesure permet par ailleurs de verifier que les 
conditions experimentales (hemolyse < 100 %) sont convenables pour Tetude. 

Pour chaque concentration d'hydrolysat, l'activite LDH est 
comparee a l'activite des echantillons ne contenant pas de produit et exprimee en 
pourcentage d'activite. . 

30 
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b) Resultats : 

Le Tableau IV ci-apres presente la moyenne des pourcentages 
d'inhibition (la) obtenus pour des solutions de 25, 50 et 100mg/l d'hydrolysat A et 
d'hydrolysat B. 

TABLEAU IV 



Concentration 
(mg/I) 


Ia(%) 

HydrolysatA HydrolysatB 


25 


38 25 


50 


74 48 


100 


96 98 



Ce Tableau montre que les hydrolysats enzymatiques dliuitres 
conformes a Tlnvention presentent une aptitude marquee a inhiber lliemolyse induite 
par rintroduction d'un generateur de radicaux peroxydes au sein d f une suspension 
d'hematies - ce qui signifie qu'ils sont capables de neutraliser les effets oxydants de 
ces radicaux peroxydes puisque la concentration inhibitrice 50 (IC 50 ) de Thydrolysat 
A est comprise entre 25 et 50 mg/1, tandis que celle de l'hydrolysat B s'eleve a 50 
mg/L 

A titre de comparaison, la concentration inhibitrice 50 (IC 50 ) obtenue 
par DUSSART (ibid) pour un extrait aqueux d'huitres est de 275 mg/L 

4.2 - Protection des LDL contre une oxvdation induite par le cuivre : 
a) Protocole : 

Les LDL sont preparees a partir de 100 ml de plasma (sang preleve 
sur EDTA). Dans un premier temps, les VLDL sont eliminees par ultracentrifugation, 
24 heures a 40 000 g (densite : 1,019). Une seconde ultracentrifugation, 24 heures a 40 
000 g (densite : 1,063) permet Tobtention des LDL. Les LDL sont alors dialysees 
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pendant 24 heures a 4°C contre du tampon TRIS-EDTA, aliquotees puis conservees a 
4° C. 

Les LDL (0,2 mg de proteines/ml de solution), prealablement 
dialysees contre du tampon PBS, sont mises a incuber 24 heures a 37°C en presence 
5 de cuivre (oxydant) et en presence ou non des produits etudies. 

Pour chaque etude, 3 determinations sont done realisees 

parallelement : 

- LDL en absence de cuivre (temoin LDL natives), 

LDL en presence de 5 ^iM de sulfate de cuivre (temoin LDL 

10 oxydees), 

LDL en presence de 5 jiM de sulfate de cuivre et de 
concentrations croissantes des hydrolysats A et B. 

Apres arret de l'oxydation par du BHT/EDTA, la solution de LDL 
est dialysee 24 heures a + 4°C et filtree sur membrane « millipore » de 0,2 \xm. 
15 L'effet inhibiteur des hydrolysats vis a vis de l'oxydation des LDL 

par le cuivre est quantifie par le dosage de 2 marqueurs de lipoperoxydation : 

le MDA (malondialdehyde), pour le calcul du pourcentage 

d'inhibition lb, 

les hydroperoxydes, pour le calcul du pourcentage d' inhibition 

20 Ic. 

• dosage du MDA 

Le MDA forme avec Tacide thiobarbiturique, a chaud et en milieu 
acide, un complexe chromogene fluorescent. Apres extraction par le butanol normal, 
Tintensite de la fluorescence est mesuree a Taide d'un spectrofluorimetre. Les 
25 concentrations de MDA sont determinees au moyen d'une gamme de MDA s'etendant 
de 0,2 a 1 nmole. 

• Dosage des hvdroperoxvdes 

Les hydroperoxydes liberent Tiode a partir d'une solution stabilisee 
d'iodure de potassium. L'iode libere est mesure par determination de la densite 
30 optique (DO) a 365nm. . 
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La concentration en iode de l'echantillon est ensuite calculee a partir 
du coefficient d'extinction s (=2,46 10 4 , 1cm, 1M) de cet element, 
b) Resultats : 

Les Tableaux V et VI ci-apres presentent respectivement les 
5 pourcentages d'inhibition (lb) et (Ic) tels qu'obtenus pour des solutions de 25, 50, 100 
et 250 mg/1 d'hydrolysat A et d'hydrolysat B. 



TABLEAU V 



Concentration 




lb (%) 


(mg/1) 


Hydrolysat A 


Hydrolysat B 


25 


-9 


40 


50 


75 


82 


100 


73 


86 


250 


86 


89 



10 



20 
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TABLEAU VI 



Concentration 




Ic (%) 


(mg/1) 


Hydrolysat A 


Hydrolysat B 


25 


10 


71 


50 


100 


100 


100 


100 


100 


250 


100 


100 



Ces Tableaux montrent que les hydrolysats enzymatiques d'huitres 
conformes a Tlnvention ont egalement une aptitude prononcee a s ! opposer a une 
oxydation des LDL induite par le cuivre, aptitude qui pourrait etre liee a un effet 
chelateur vis-a-vis des metaux. 
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REVINDICATIONS 

1 . Hydrolysat enzymatique d'huitres, caracterise en ce qu'il est 
susceptible d'etre obtenu par un procede comprenant les etapes suivantes : 

- le broyage de chair d'huitres suivi, eventuellement, d'une dilution 
5 du broyat obtenu dans de Teau, et 

- Thydrolyse, par une protease, du broyat eventuellement dilue, 
cette hydrolyse etant conduite dans des conditions de pH et de temperature 
convenablement choisies en fonction de ladite protease. 

2. Hydrolysat enzymatique d'huitres selon la revendication 1, 
10 caracterise en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par un procede dans lequel 

Thydrolyse du broyat est realisee par une protease choisie parmi la subtilisine, la 
pepsine et la trypsine. 

3. Hydrolysat enzymatique d'huitres selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par un procede 

15 dans lequel Thydrolyse du broyat est conduite pendant un temps suffisant pour que cet 
hydrolysat presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 30%, ce degre 
d'hydrolyse_proteique etant determine par la formule ci-apres : 

DH = (h/h total) x 100 

20 

dans laquelle : 

- h total represente le nombre total de liaisons peptidiques presentes dans le 
broyat au debut de la reaction d'hydrolyse, tandis que 

- h represente le nombre de liaisons peptidiques hydrolysees au cours de 
25 Thydrolyse, et est determine par la difference entre le nombre d'extremites 

aminees libres presentes dans Thydrolysat au terme de la reaction d'hydrolyse 
(h t ) et le nombre d'extremites aminees libres presentes dans le broyat au debut 
de la reaction d'hydrolyse (ho). 

4. Hydrolysat enzymatique d'huitres selon l'une quelconque des 
30 revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par un 

procede qui comprend, de plus, une etape de recueil de la phase liquide du broyat ou 
du melange broyat/eau au terme de la reaction d'hydrolyse. 
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5. Hydrolysat enzymatique d'huitres selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par un 
procede qui comprend les etapes suivantes : 

a) le broyage de chair d'huitres, 
5 b) la dilution du broyat dans de l'eau, dans un rapport broyat/eau 

compris entre 30/70 et 70/30 (m/v), et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) Thydrolyse, par de la subtilisine, du broyat ainsi dilue a un pH 
d'environ 8 et a une temperature d'environ 60°C, et 

d) le recueil de la phase liquide du melange broyat/eau au terme de 
10 la reaction d'hydrolyse. 

6. Hydrolysat enzymatique d'huitres selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par uri 
procede qui comprend les etapes suivantes :_ 

a) le broyage de chair d'huitres, 
15 b) la dilution du broyat dans de l'eau, dans un rapport broyat/eau 

compris entre 30/70 et 70/30 (m/v), et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) Thydrolyse, par de la pepsine, du broyat ainsi dilue a un pH 
d'environ 2 et a une temperature d'environ 40°C, et 

d) le recueil de la phase liquide du melange broyat/eau au terme de 
20 la reaction d'hydrolyse. 

7. Hydrolysat enzymatique d'huitres selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par un 
procede qui comprend : 

a) le broyage de chair d'huitres, 
25 b) la dilution du broyat dans de l'eau, dans un rapport broyat/eau 

compris entre 30/70 et 70/30 (m/v), et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) Thydrolyse, par de la trypsine, du broyat ainsi dilue a un pH 
d'environ 8 et a une temperature d'environ 37°C, et 

d) le recueil de la phase liquide du melange broyat/eau au terme de 
30 la reaction d'hydrolyse. 
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8. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
un hydrolysat enzymatique d'huitres selon Tune quelconque des revendications 1 a 7. 

9. Composition dietetique propre a etre utilisee comme complement 
alimentaire, caracterisee en ce qu'elle comprend un hydrolysat enzymatique d'huitres 

5 selon l'une quelconque des revendications 1 a 7. 

10. Composition cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
hydrolysat enzymatique d'huitres selon l'une quelconque des revendications 1 a 7. 

11. Utilisation d'un hydrolysat enzymatique selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 7 pour la preparation d'une composition antiradicalaire, cette 

10 composition pouvant etre une composition pharmaceutique, dietetique ou cosmetique. 
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